
Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets — 



© Numero de publication: 



0 156 712 

A1 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Numero de dep6t: 85400444.7 
@ Date de depot: 07.03.85 



©mt ci/: A 61 K 39/29 

C 12 N 15/00, C 12 N 5/00 



@ Priorite: 07.03.84 FR 8403564 



© Date de publication de la demande: 
02.10.85 Bulletin 85/40 

® Etatscontractants designes: 

AT BE CH DE GB IT LI LU NL SE 

© Demandeur: GROUPEMENT DE GENIE GENETIQUE (G3) 
28, rue du DocteurRoux 
F-75015Paris(FR) 

© Demandeur: IIMSTTTUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE 
LA RECHERCHE MEDICALE 
101, rue de Tolbiac 
F-75654 Paris Cedex 1 3(FR) 

© Demandeur: INSTITUT PASTEUR 
25/28, rue du Docteur Roux 
F-75015Paris(FR) 

© Demandeur: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE (C.N.R.S.) 
15, Quai Anatole France 
F-75007 Paris(FR) 



@ Inventeur: Sobczak, Eliane 
38 bd Richard Lenoir 
F-75011 Paris(FR) 

(72) Inventeur: Malpiece, Yves 
10, rue St Magloire 
F-80000 Amiens(FR) 

© Inventeur: Michel, Marie-Louise 
7, rue Barney 
F-75018 Paris(FR) 

(72) Inventeur: Tiollais, Pierre 

16, rue de la Glaciere 
F-75013 Paris(FR) 

© Inventeur: Streeck, Rolf E. 

17, bis Avenue Foch 
F-75016Paris(FR) 

© Mandataire: Gutmann, Ernest et al, 

Ernest Gutmann - Yves Plasseraud 67, boulevard 

Haussmann 

F-75008 Paris(FR) 



< 

CM 
is 

CD 

in 



© Composition utile pour la fabrication de vaccins contenant des particules portant I'antiqene de surface du virus de 

I'hepatite B et le recepteur de I'aibumine serique humaine polymerisee, cellules animates capables de produire de telles 
particules et procede pour leur obtention. 

© L'invention concerne une composition utile pour la fabri- 
cation de vaccins contenant des particules ayant les prop- 

rietes immunogeniques caracteristiques de I'antigene 

HBsAg. ces particules etant plus particulierement carac- 

terisees par te fait que lesdites particules contiennent egale- 

ment un recepteur pour I'aibumine humaine polymerisee. 

Elles sont obtenues par transformation de cellules humaines 

ou animales par un vecteur contenant une sequence d'ADN 

codant pour les regions S et pre-S d'un genome de Thepatite 

virale B, cette sequence d'ADN etant placee sous le contrdle 

direct d'un promoteur permettant la transcription efflcace de 

laditesequence dans les cellules humaines ou animales trans- 

formables par ledit vecteur. 
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© Composition utile pour la fabrication de vaccins contenant des particules portant I'antiqene de surface du virus de 

Thepatrte B et le recepteur de l'albumine s6rique humaine polymerisee, cellules animales capables de produire de telies 
particules et procede pour leur obtention. 

@ L'invention concerne une composition utile pour la fabri- 
cation de vaccins contenant des particules ayant les prop- 
rietes immunogeniques caracteristiques de I'antigene 
HBsAg, ces particules etant plus particulierement carac- 
terisees par le fait que lesdites particules contiennent egale- 
ment un recepteur pour l'albumine humaine polymerisee. 
Elles sont obtenues par transformation de cellules humaines 
ou animates par un vecteur contenant une sequence d'ADN 
codant pour les regions S et pre-S d'un genome de I'hepatite 
virale B, cette sequence d'ADN etant placee sous le controle 
direct d'un promoteur permettant la transcription efficace de 
ladite sequence dans les cellules humaines ou animales trans- 
formables par ledit vecteur. 
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Composition utile pour la fabrication de vaccins conte- 
nant des particules portant l'antiqene de surface du vi- 
rus de l'hSpatite B et le recepteur de l'albumine se- 
riaue humaine polymdrisee, cellules animales capables de 
produire de telles particules et procede* pour leur ob- 
tent ion. 



L 1 invention concerne une composition utile pour 
la fabrication de vaccins, contenant ou for^ee par des 
particules pol>peptidiques sensiblement spheriques, a u 
moins en ce qui concerne la pupart d'entre elles, ces 
particules ayant les propri^tes immunogeniques et immu- 
nologiques caracterist iques de I'antigene de surface dj 
virus de l'h^patite virale B. Cet antigene est souvent 
d<§signe par 1 1 abre viat ion HBsAg ou encore plus simple- 
ment H3s. Elle concerne egalement des lignees cellu- 
laires eucaryotes, de preference animales, capables 
d'excreter dans leur milieu de culture des particules 
polypeptidiques du genre sus-indique avec des ren.j entente 
de production eleves et des moyens, notamment des vec- 
teurs modifies, permettant d'obtenir de telles ligntles 
ce 1 lu la i res . 

On rappellera tout d' abord que le serum des por- 
teurs chroniques du virus de l'hepatite B (HBV) contient 
des enveloppes virales vides sous forme de particules ou 
filaments de 22 nm de diametre et parfois des virions 
complets infectieux, particules spneriques de 42 nm . 
L'enveloppe virale porte 1'antigene de surface (HBsAg; 
et la presence de virions infectieux s'accompagne gene- 
ralement d'un antigene soluble appele antigene ( HBeAg ) . 

La composition p ol y pep t i d i qu e de l'enveloppe 
virale a 6te tres (Studiee (Robinson W.S. (1977) Ann* 
Rev. Microbiol. 11, 357-377). Elle comprend un polypep. 
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tide «ajeur present sous for** glycosylee (GP29) et non 
olycosylee (P2S) et au moins trois polypeptides mxneurs 
.pp.1*. GP33, GP36 et P41. Las polypeptides GP33 et GP36 
auraient la meme sequence en acides amines. GP36 posse- 
5 derait seulement un residu glucidique supp lementa xr e 
(Stibbe W. et Gerlich W.H. (1983) 3. Virology 46, 626- 
628) La quantite relative des prolines mineures par 
rapport au polypeptide majeur varie d'un plasma a 1'. li- 
tre EUe est trfes superieure dans les serums HBeAg po- 
10 sitifs ric.es en particules virales. Les polypeptides 
G P33 GP36 peuvent alors representer plusieurs - des 

Proteines de 1'enveloppe alors qu'ils representent moxns 
de , * dans les serums non infectieux HBeAg negates 
iStibbe W. et Gerlich W.H. (1982) Virology 123, 436- 

Le polypeptide majeur de l'ettveioppe est cons- 
titue de 226 acides amines et est code par le gene S. La 

... „ Q pp-i-i P t GP36 serait codee par 

sequence polypept xdxgue ne GP33 et of)6 

le gfc-e S et une partie de la region pre-S. Dans cette 
2Q hypotn.se, cette sequence po I > pept idigue aurait la meme 
extre-te C-terminale que le polypeptide majeur et con- 
tiendr.it une sequence supplemental de 55 acides amx- 
nes en position N-terminale (Stibbe W. et Gerlich W.H. 

(1983*,, 3- Virology 46., 626-628). 

Recenunent, il a ete montre que les particules 
virales isolees d'un serum HBeAg positif contiennent un 
recepteur pour I'.lbu-In. hu.aine polymerisee <P HSA > 
(Machica A. et al (1983) Gastroenterology 85, 268-274). 
r e rfi-.pt-ur serait porte par les polypeptides GP33 et 
0 GP3*. Grace a ce recepteur, la pHSA formerait un pont 
pnlre l8 particule virale et 1 ' hepatocyte , permettant 
ainsi 1'attachement du virus et so penetration dans la 
cellule hepatique. L'apparition des anticorps antx-re- 
cepteurs serait essentielle dans le processus d'elxmx- 
35 nation ("clearance") du virus. En effet, la sero-con- 
version HBeAg/anti-HBe, etape initiale de la guerxson, 
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s'accompagne de 1'apparition de ces anticorps, alors que 
ceux-ci sont absents au cours de Involution vers la 
chronicite (Pontisso P. et al (1983) 3. of Virological 

Methods £, 151-159) . 

5 Parallelement , on observe la disparition des an- 

tigenes correspondan ts au r6cepteur de la pHSA , ce qui 
parait temoigner de ce que 1'expression du gene corres- 
pondent n'intervient normalement que dans des situations 
biologiques precises (notamment au cours de 1 1 ^tape de 

10 replication du virus). C ! est ce que corrobore encore 
1 ' analyse des enveloppes vides naturelles du virus de 
1'h^patite B, telles qu'elles sont contenues dans des 
preparations de vaccins actuellemen t commer c ia 1 isees et 
obtenues a partir du serum sanguin de donneurs qui, dans 

15 le passe, ont ete exposes au virus de I'hepatite B. En 
effet, l'analyse par elec trophorese en gel de polyacry- 
lamide en presence de dodecy lsulf ate de sodium (SDS) des 
polypeptides obtenus apres dissociation des particuies 
naturelles a 100°C pendant 5 minutes, en presence 

20 di thiothreitol (DTT), ne revele pas la presence de poly- 
peptides ayant des poids moieculaires eleves, notamment 
de l'ordre de 34.000. De mime, la presence de tels poly- 
peptides a poids moieculaires eleves n f a pas ete obser- 
vee dans les compositions de particuies possedant les 

2^ proprietes immuno log i ques et i mmunoge niques de l f anti- 
gene HBs, telles qu'elles ont ete obtenues par transfor- 
mation de cellules animales transformers par les techni- 
ques du genie g£netiques au moyen des vecteurs qui ont 
ete decrits par exemple dans la demande de brevet euro- 

30 peen n D 38-765. 

L'invention a pour but de f ournir des composi- 
tions de vaccins ayant des proprietes de protection ren- 
forcees & l'egard du virus de l'hepatite B. Elle a en- 
core pour but de fournir des.lignees cellulaires trans- 
35 formees par les techniques du genie genetique, qui peu- 
vent etre maintenues en culture et qui sont aptes h ex- 




c 



1 ' 



crater les principes actifs de ces compositions de vac- 
cina renforcees dans leur milieu de culture, et ce avec 
des rendements de production beaucnup plus eleves que 
ceux que permettent la plupart des cultures genetique- 
rnent transformers dont on dispose a ce jour. Enfin elle 
a pour but de fournir des moyens (vecteurs et proc<§d£) 
permettant l'obtention de telles lignees cellulaires a 
partir de lignees de cellules eucaryotes, notamment de 
mammiferes, du genre de celles qui sont capables d'etre 

1Q maintenues en culture. 

L'invention resulte de la constatation qui a ete" 

faite ou'il etait possible d'induire I'expression des 
sequences g#netiques qui, dans le genome du virus de 
1' hepatite B codent pour le recepteur de la pHSA , dans 
des conditions pourtant tres eloignees de celles qui 
prevalent dans les situations biologiques precises qui 
ont et£ <§voqu<§es plus haut. Enfin, il a <§te constate* que 
1 1 assoc iat ion dans la Tteme composition de vaccin de 
l'antigene HBs avec des fragments po 1 ypept idiques por- 
tant un determinant antigenique paraissant correspondre 
a ce recepteur, conduisait aux compositions de vaccin 
renforcees dont il a ete question plus haut. 

La composition utile pour la fabrication de vac- 
cins selon l'invention qui contient des particules poly- 
peptidiques sensiblement spheriques ( ou qui est formee 
par ces particules), au moins en ce qui concerne la plu- 
part d'entre elies (sinon toutes), qui ont les proprie- 
ty immunog£niques et i^muno log i ques carac te r istiques de 
l'antigene HBsAg, qui ont des tallies de 18 a 25 nm, no- 
tamment de 20 a 22 nm , et des densites permettant leur 
isolement dans une zone de densite de 1,20-1,22 g/ml 
dans un gradient de densite a base de CsCl, et un niveau 
de purete* totale pour ce qui est de l'absence de toute 
particule de Dane et d'antigene HBe, y inclus HBc, est 
plus particulierement caracterisee par le fait que les- 
dites particules spheriques contiennent egalement Unre- 
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cepteur pour lValbumine humaine pol yme* r is6 e . Plus parti- 
cul i&r ement , les particules pol ypept idiques de 1' inven- 
tion se r£velent contenir des proportions subs tan t ie 1 les 
de polypeptides ayant des poids moleculaires de l'ordre 
5 de 34.000 daltons, ces polypeptides constituant de pre- 
ference une proportion superieure k 10 % 7 et de prefe- 
rence sup^rieure a 20 % de la quantity totale du poly- 
peptide constitutif des susdites particules. De prefe- 
rence encore, la composition selon 1' invention est 
10 exempte de tout composant d 1 origine humaine, tel qu'on 
en trouve dans les serums sanguins humains. II s'agit 
es sen t i e 1 1 emen t de compositions de particules ayant les 
propri^tes immunogeniques de l'antigene HBsAg et du re- 
cepteur de La pHSA qui sont excretes dans leur milieu de 
15 culture par des ligne*es cellulaires maintenues en cul- 
ture et qui ont au prealable ete" transformers par un 
vecteur contenant les sequences codantes appropriees, la 
transformation ayant ete realisee dans des conditions 
permettant l'expression effective des sequences pepti- 
20 diques portant les sites immunogenes aussi bien de l'an- 
tigene HBs que du r£cepteur de la pHSA. 

L 1 invention concerne egaiement les vecteurs ap- 
propries a, la transformation des 1 i g n § e s cellulaires 
eucaryotes , plus par t icu 1 ieremen t de cellules humaines 
25 ou animales en culture pour rendre celles-ci aptes a 
produire les particules immunogeniques sus-indiqu6es . 
Ces vecteurs, qui contiennent une sequence d ! ADN codant 
pour les regions 5 et pr£-S du genome du virus de l'he- 
patite virale B, sont caracterises en ce que ladite se- 
30 quence d'ADN est, a l'int^rieur de ce vecteur, place 
sous le contr61e direct d'un promoteur exogene dont est 
connue la capacity de permettre I'initiation efficace de 
la transcription des genes directement sous son controle 
dans les cellules eucaryotes, notamment humaines ou ani- 
35 males, auxquelles lesdits vecteurs sont destines. On se 
reporters par exemple a I'article de Galibert et Col*, 
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1979, Nature, vol. 281, p. 646-650, pour ce qui est de 
ladite sequence d ' ADN . Elle comprend notamment le gene 
proprement dit precede de la sequence pre-S comportant 
approximativement 165 triplets et dont l.s prefers nu- 
cleotides apparaissent dans la formulation partxelle 
desdites sequences indiquee ci-dessous : 



preS 



Met Met 
SfCTACAGCATGGG-- AC AT GG AG 

2843 » 55 
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Le promoteur exogene mis en oeuvre est distinct 
ou etranger vis-a-vis du promoteur "endogene", normale- 
m ent associe aux genes 5 et pre-5 dans le genome du vi- 
rus de 1" hepatite B. torsque ces cellules sont ongi- 
naires du singe, il est avantageux d'avoir recours a un 
promoteur issu du virus SV40, dont est connue la capa- 
city de permettre 1'initiation effLcace de la transec- 
tion de oenes adjacents dans des cellules de singe. 
Avantageusement, oe promoteur correspond au promoteur 
"precoce" du virus SV40 , lequel controle normalement 
rexpression de 1'antigene "petit T- ("small T antigen") 
et egalement de 1'antigene "grand T» ("large T ant,- 

gen")- f . . 

L' invention ne se limite cependant pas a 1 uti- 
lisation de ce promoteur particulier, bien que celui-ci 
ait donne des resultats particul ierement favorables eu 
egard a la production par lea cellules transferees de 
polypeptides portent les determinants immunogeniques 
caracteristiques de 1'antigene HBs et d'un recepteur de 
la pHSA, et a leur excretion dans le milieu de culture 
utilise. On peut egalement avoir recours par exemple au 
promoteur tardif de 5V40 (qui contrfile 1'expression des 
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prolines VP1, VP2 et VP3). On peut se reporter a la 
carte de restriction du virus 5V40 (J. Tooze, Ed. DNA 
Tumor Viruses, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, N.Y., 1980, chaps. 2-5), pour apprecier 
les positions relatives de ces promoteurs et des genes, 
codant pour les differents. antigenes qui leur sont as- 
socies. 

II va de soi que I'on peut substituer aux pro- 
moteurs de 5V40 tout autre type de promoteur connu comme 
poss£dant ou dont pourrait etre decouverte la capacite 
de promouvoir la transcription dans les lignees cellu- 
laires mises en oeuvre desdites sequences codant pour 
les susdites regions 5 et pre-S, des lors qu ! elles se- 
raient plac^es sous leur controle, avec pour r^sultat 
1 1 incorporation de ces sequences avec ce promoteur dans 
le genome des cellules receptrices et/ou la capacite 
conferee aux cellules receptrices ainsi transformees de 
synthetiser et d'excreter des quantites subs t a n t i e 1 1 es 
de polypeptides ayant les proprietes immunoge n iques de 
HBsAg et du recepteur de la pHSA, la capacite ainsi 
acquise etant ensuite transmissible aux generations 
succe-ss ives • issues de ces celltrles. 

Lesdites lignees transformees seront dites 
"stables" lorsque le caractere acquis par les lignees 
cellulaires selon l ! invention de synthetiser les susdits 
polypeptides se transmet d'une generation de cellules a 
1' autres, sur au moins 10 generations. 

A titre d'autres promoteurs susceptibles d'etre 
utilises, on mentionnera par exemple le promoteur pr£- 
coce du polyome ou des promoteurs LTR de diff-erents re- 
trovirus ou encore le promoteur EA de 1' adenovirus. 

Comme il est bien connu, les promoteurs preieves 
sur les genomes des virus dont ils sont originaires sont 
4e . preference accompagnes des " sequences " activatrices 
qui normalement les precedent (par rapport au sens de la 
transcription des sequences geniques normalement placees 
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sous leur contrSle) . A titre d'exemple de sequences ac- 
tivetrices, on peut se referer a 1' article de Science, 
1983, vol. 219, pages 626 a 631, et Nature, 1982, vol. 

295, pages 568 a 572. 

Avantageusement , la susdite sequence d'ADN co- 

dant pour les susdites regions pre-S et 5 est placee, 

immediatement derriere on fragment d'ADN constitue par 

le promoteur et la sequence activatrice permettant la 

transcription normale de la sequence pre-S ou 5. Le 

susdit fragment comprend notamment de 300 h 400 paires 

de bases selon le type de promoteur et de sequences 

activatrices utilisees. 

• Je preference encore, le vecteur selon 1' inven- 
tion contient en outre une sequence d'ADN ou un mar- 
queur, tel qu'une enzyme, ce marqueur etant lui-meme 
sous le contrSle d'un promoteur distinct plus faible que 
le premier promoteur mentionne ci-dessus. Ce marqueur 
est de preference constitue par un gene ou sequence 
d'ADN codant pour la dihy drof olate reductase (dhfr). II 
est a noter que ce marqueur se prete avec un avantage 
particulier a 1 ' ampl i f i ca t i on du nombre de copies de ce 
vecteur dans les cellules qu'il est capable de transfor- 
mer, dans les conditions qui seront indiquees plus loin. 

te second promoteur est dans la plupart des cas 
(Sgalement un promoteur exogene. II peut cependant egale- 
ment etre constituS par 1 ' un des promoteurs naturels 
contenus dans le genome de l'hepatite virale B. Un pro- 
moteur particulierement prefere est celui qui provient 
de la tTR (sequence appelee "Long Terminal Repeat" de- 
crite dans Nature, 1981, 294, 228-232) du virus de la 
tumeur mammaire de la souris (MHTV). 

L' invention concerne encore les lignees cellu- 
laires transformees par des vecteurs tels qu'ils ont 616 
definis ci-dessus et qui sent aptes a excreter dans leur 
milieu de culture les particules immunogenes egalement 
definies ci-dessus. En particulier, elle concerne des 
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lignees cellulaires ayant une capacity de production 
d'au moins 1 microgramme, et de preference d'au moins 10 
microgrammes d'antigene HBsAg par 106 cellules et par 24 
heures. L'invention concerne en particulier des lignees 
caracterisees par des ARN-HBV- spec i f iques qui ont des 
tailles sup6rieures a 2,1 kb, notamment de l'ordre de 
2,2 h 2,8 kb, de preference 2,6 kb, que 1 ' on peut y 
d<5tecter lorsque s'effectue la transcription des regions 
S et pre-S, normalement initiee dans la region pre-S. 
Des lignees preferees sont celles dans lesquelles on 
peut egalement detecter des ARN-HBV- spe c i f i qu es ayant 
des tailles superieures a 2,1 kb, notamment de l'ordre 
de 2,2 a 2,8 kb, et de preference encore de l'ordre de 
2 4-2 6 kb. En general, on detectera simultanement des 
ARN-HBV-sp^cif iques ayant des tailles de l'ordre de 2,1 
kb, tel que celui qui resulte de la transcription des 
regions S et pre-S, normalement initios dans la region 
pre-S sous le contrSle de promoteur endo.gene, dans les 
conditions biologiques par t i cu 1 ieres auxquelles il etait 
fait reference plus haut (notamment au cours de la re- 
plication du virus de l'hepatite B) et des ARN-HBV-spe- 
cifiques ayant des tailles correspondent aux valeurs 
plus 61evees qui ont 6te indiquies. 

De preference, les lignees selon l'invention 
sont formees de cellules de mammiferes, notamment de 

cellules CHO. 

L'invention concerne encore un procede de pro- 
duction de telles lignees cellulaires susceptibles 
d'etre maintenus en culture, ce precede comportant la 
transformation de ces lignees avec un vec.teur tel que 
defini ci-dessus et l'isolement de celles des cultures 
qui expriment simultanement les sequences codant pour 
les regions S et pre-S . du genome du virus de l'hepatite 

B. ... ._ v 

De preference, on a recours au vecteur complete 

qui comprend le marqueur sous le contrSle d • un second 
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promoteur, la culture des lign£es transform£es £tant 
alors r£alis£e en presence d'un inhibiteur du marqueur, 
la teneur de cet inhibiteur dans le milieu de culture 
£tant r£gl£e h une concentration suff isante pour pro- 
voquer une amplification du nombre de copies du gene 
codant pour le raarqueur dans certaines au moins des co- 
lonies raises en culture, amplification qui permet h la 
fois la selection de colonies rSsistantes et l'obtention 
de clones cellulaires secreteurs de quantites accrues 
des particules presentant des activit§s immunogfenes ca- 
ract£rist iques de HBsAg et d'un r£cepteur de la pHSA. 

A» antageusement , le marqueur est constitu£ par 
une sequence d 1 ADN ( ou gene) codant pour la dhfr et 
I'inhibiteur est constitu6 par le methotrexate. 

L 1 utilisation d'un second promoteur plus faible 
que le premier favorise 1 1 amplif icat ion du nombre des 
copies de la s6quenee d'ADN codant pour HBsAg-efc le r£- 
cepteur de la pHSA- En effet ce sont en ge§n£ral les 
clones qui contiennent le plus grand nombre de copies de 
la sequence codant pour le marqueur et, par consequent, 
dans les lign£es cellulaires pr£f£rees de I 1 invention le 
plus grand nombre des sequences codant pour les regions 
pr£-S et 5, qui sont h inSme de survivre dans le milieu 
de culture contenant 1 • inhibiteur . 

Les clones efficaces sont avan t ageusement selec- 
tionn£s dans les milieux de culture contenant de 0,5 h 
40 microgramraes de methotrexate, notamment de 1 a 25 mi- 
crogrammes. II est souhaitable de r4aliser une pr£-am- 
plification dans des milieux plus pauvres en inhibiteur, 
notamment oe 5 b 150 nM en methotrexate, les clones se- 
lectionnes au terme de cette premiere £tape etant en- 
suite mis en culture dans des milieux contenant les te- 
neurs plus £lev£es sus- i nd iquees en methotrexate. 

Des caracterist iques complemen taires de 1 ' in- 
vention apparaitront encore au cours de la description 
qui suit de la construction pr£f6r£e des vecteurs mis en 
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oeuvre pour la transformation de lignges cellulaires 
d'origine animale, de production de ligneles cellulaires 
ayant un haut rendement d'excr^tion des particules selon 
1» invention et des resultats susceptibles d'etre obte- 
nus. On se reporters £galement aux dessins dans les- 
quels : 

- les fig. 1 et 2 presentent les stapes successives es- 
sentielles de la production d'un plasmide conforme a 
l'invention, particul ierement appropri^es a la trans- 
formation efficace de cellules animales, telles que la 
lignSe CHO ; 

- la fig. 3 est une representation schematique des ope- 
rations d 1 amplif icat ion des sequences d 1 ADN codant pour 
le polypeptide immunogfene selon I'invention dans des 
cellules CHO ; 

- les fig- 4 et 5 font apparaitre les resultats de l 1 am- 
plification ginique des cellules pr£c£demment transfor- 
mees dans 1 les conditions du proc<£d£ selon l'invention. 

- la fig. 6 contient une courbe representative de la va- 
riation de la quantite d'antigfene HBsAg produite en 
fonction des teneurs en ARN-HBV-spdci f iques observables 
dans les cellules productrices ; 

- la fig. 7 rapporte de fagon schematique les resultats 
des rScoltes successives effectu<§es sur des cellules en 
phase stationnaire. 

I - CONSTRUCTION DES VECTEUR5 

A - Construction du plasmide pS VS (fig- 1) 

II permet l'expression de la region 5 (region 

pre-5 + gfene 5} sous contrSle du promoteur pr£coce du 

virus SV40. 

Le fragment Bglll de 2,3 kb a ete excise du 
plasmide pcPIO dScrit dans la demande de brevet europ^en 
n° 81 4006.34. . Le plasmide pCPIO es t _ schema tis<§ dans la 
fig, 1. Les parties Spaisses et hachurSes sont origi- 
naires de DNA-HBV et la partie en trait plus mince pro- 
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vient du plasmide pBR322. La partie au regard de l'arc a. 
correspond au susdit fragment de 2,3 kb. pCPIO contient 
un dimere en tandemn tete a queue du genome HBV „ Ce 
fragment commence dix nucleotides avant I'ATG de la re- 
gion pre-S et se termine 1,1 kb aprfes le codon stop TAA 
du gene 5. II contient le site putatif de po 1 yad<§ ny 1 a- 
tion de 1 1 A R N m de I'HBsAg, et le site d'initiation de 
transcription du g£ne 5. 

On utilise le promoteur pr^coce de SV40 contenu 
dans le plasmide p5V2 gpt (ATCC 37145) dans lequel le 
gene de la gpt de £ . col i est fusionne a un fragment 
Dvull Hindlll de 348 bp de la region precoce de 3V4Q. Ce 
frc-ment comprend, outre l'origine de replication de 
5*^1 (5V4Q ori) , les promoteurs precoces et tardifs, le 
site d'initiation de transcription des messagers preco- 
ces et les 72 bp r«§p6t£es en tandem- p5V2 gpt est sche- 
matise dans la fig. 1. Les parties dpaisses noires sont 
orizinaires de SV40 , les parties en traits plus minces 
ce z3R322. Les parties epaisses blanches contiennent les 
recions pre-5 et S. Les parties hachurees correspondent 
aux sequences de l'HBV non utilise. 

Le fragment Bglll Je 2,3 kb, issu de pCPIO, a 
ete insere dans le site unique Hindlll du plasmide pSV2 
apt par ligature des extremites des fragments d'ADN, 
rendues franches par 1 1 ADN polymerase (Klenow). Apres 
etuce des plasmides recombinants un clone a et<§ seiec- 
tionne (pSVH4) dans lequel la region codante pour 1 1 HBS 
etait orientee par rapport au promoteur SV40, de facon a 
per-ettre son expression. La construction a <§te verifiee 
par cartes de restriction et la sequence nuc le§o t idiqu e a 
la jonction des deux fragments 5V40 et HBV a e te deter- 
mine e . 

Le plasmide pSVS a e t £ construit par ligature de 
trois fragments issus de trois plasmides : 
1°) le fragment de 2,5 kb, Pvul-Xhol issu de p5VH4 (arc 
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2°) le fragment de 1,9 kb, Xhol Bglll, issu de pcPIO 
(arc c) , 

30) le fragment de 1,0 kb, bamHI Pvul, de pBR322 (arc 
d) . 

Le plasmide resultant, pSVS (5,4 kb) differe de P 5VH4 
par 1' absence de la region gpt et des sequences d'ADIM 
SV40 adjacentes en aval de cette sequence gpt, et par la 
presence du fragment EcoRI-3amHI de pBR322. 
B - Construction du pl asmide pSVS dhfr (fig. 2) 

On procede par recombina ison genetique des frag- 
ments definis sous a' et b) ci-apres. 

a ) Le fragment contenant la dhfr 

Le plasmide pMTV dhfr decrit par G. Ringold et 
Coll. (1981) 3. of Molecular and Applied Genetics 1 : 
165-170 (depose a la C.N. CM. le 7.03.84 sous le n° 
I-286),apres linearisation par 1' enzyme Pvul, a ete en- 
suite digere par tiel lement par 1' enzyme HindHI, libe- 
lant plusieurs fragments dont un de 4400 bp (arc e) con- 
tenant : 

- la LTR du MMTV, 

- 1 1 ADNc de la dhfr, 

- l'intron du tAg de SV40 , 

le site de po 1 y a de ny la t ion des genes pr«§coces de SV40, 

- un fragment EcoRI-PvuI du pBR322. 

b) Le fragment de DNA HBV 

Le plasmide pSVS a 6ti dig<§r6 par Pvul puis 
HindHI, liberant ainsi un fragment de 4676 bp (arc f) 
contenant : 

- le fragment PvuI-PvuII contenant l'origine de replica- 
tion de pBR322 

- l'origine de replication et le promoteur precoce du 
virus SV40 ; 

- le fragment Bglll 2,3 kb de l'HBV contenant les par- 
ties codant pour le pre-S et le gene S, ainsi que -le- 
signal de polyadeny lation de ce qhne ; 

- le fragment BamHI -Hind II I du pBR 322. 
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c) Lioature des fragments 

Aprfes purification, ces deux fragments sont 
joints par les sites homologues Pvul et Hindlll, r£- 
tablissant ainsi la resistance k 1 1 ampicil 1 ine du 
pBR322. 

Dans le vecteur recombinant, les unites de 
transcription de la region 5 et du gene dhfr sont orien- 
teles dans le meme sens et separees par environ 300 bp de 
pBR322. 

Le cADN codant pour la dhfr peut aussi etre ob- 
tenu h partir de pSV2 dhfr (ATCC 37146), p5V3 dhfr (ATCC 
37147) ou pSV5 dhfr (ATCC 31148)- 

Le placement du gene de la dhfr sous le controle 
d'un promoteur faible (LTR du MMTV) et du gene HBV sous 
le contr61e d'un promoteur fort (promoteur pr^coce du 
5V40) augmente l'efficacite de 1 ' ampl if icat ion genique. 
La sequence nuclSot id ique de la jonction ehtre la region 
pre-S et le promoteur precoce du SV40 a ete verifiee 
(fig. 2) . 

II - TR ANSFECT I ON DCS CELLULES A\ I MALES 

1 o ) Transfert et expression du plasmide pSVS 

dhfr dans des cellules CHO dhfm : 

Des cellules CHO dhfr" (Urlaub G . et Chasin L . A . 
(1980) P.N.A.S. 77, 4216-4220) (d<§posees a la C-N-C-M. 
le 7-03,84 et sous le n° 1-287) ont &t6 transf ec tdes se- 
lon la technique de Graham et Van der Eb (1973, Virology 
52 , 456-467) raodifi<§e par Parker et Stark (1979, 3. Vi- 
rology, 2i* 360-369). La production d 1 HBsAg par les clo- 
nes CHO dhfr + a 6te testae par radioimmunoessai (RIA) 
dans le surnageant des cultures cellulaires. 60 % des 
clones dhfr + etaient H3sAg + . Le taux de production 
d'HBsAg £tsit relat ivement faible compris entre 1 h 20 
ng/106 cellules par 24 heures. 

2° ) Amplification des sequences HBV : 

Elle a 6t6 obtenue en propageant les clones CHO 
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HBsAg* en presence de methotrexate (MTX), analogue de 
l'acide folique et inhibiteur de la dhfr. En effet, la 
resistance au MTX est due principalemen t & une amplifi- 
cation du nombre de copies du gene dhfr, ce qui conduit 
a une augmentation de la quantite de l'enzyme dhfr. Les 
sequences HBV et le gene dhfr etant portes par le meme 
plasmide et done integrees ensemble dans le DNA de la 
ce 1 1 u 1 e~ h6 t e , eel les-ci sont co-ampl i f iees avec les se- 
quences dhfr dans les clones resistant au MTX. Comme 
pour la dhfr, 1 1 au gmen t a t i on du nombre de copies de la 
sequence HBV s' accompagne d' une augmentation de synthese 
d l HBsAg par la cellule. 

L 1 ampl i f i ca t i on ggnique a ete ef fectuee en deux 
etapes selon la stratdgie decrite sur la fig. 3. La fig. 
4 repr^sente les resultats de la premiere etape d'ampli- 
fication et la fig. 5 les resultats de la deuxieme eta- 
pe. Celle-ci a 6t6 effectuee a partir des clones les. 
plus producteurs, issus de la premiere etape. Dans les 
fig. 4 et 5, les barres en pointilles repr£sentent le 
taux de synthese d'HBsAg avant amplification et les 
barres en traits pleins apres amplification. Les concen- 
trations en MTX sont rapportees sur ces figures- Elles 
etaient de 50, 100 ou 140 nM dans la premiere etape et 
de 1,5, 10 ou 25 micro-M dans la deuxieme. Au total, 
environ 150 clones resistant au MTX ont ete cribies pour 
la production d ! HBsAg. Comme le montrent les fig. 4 et 
5, 1 ' ampl i f ica t i on de production d ! HBsAg etait tres va- 
riable d'un clone a l'autre, aussi bien dans la premiere 
que dans la seconde etape. 

Le nombre de copies par cellule de la sequence 
HBV presentes dans differents clones a ete evalue selon 
la technique d 1 hy br i dat ion sur filtre de cellulose ou 
analogue, selon la technique dite du "dot blot", en uti- 
lisant comme sonde le DNA-HBV clone marque au 32p. Pour 
une meme dose de MTX, ce nombre etait extremement va- 
riable d'un clone h l'autre, allant de 100 a 500. 
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L 1 organi s t ion des sequences HBV dans les clones 
cellulsires 8 ete* analysee selon la technique de Sou- 
thern. Les sequences H3V etaient pr^sentes sous forme 
int£gr£e ; les profils e 1 e c t ropho r£ t i qu es etaient assez 
comparables d'un clone a 1' autre. Les differences ob- 
servers entre des clones s£lectionn6s a une meme dose de 
MTX ne permettaient pas d'expliquer la discordance entre 
le nombre de copies de DNA-HBV et le niveau de synthese 
d'HBsAg (resultets non rapport^s) . Une analyse compara- 
ble a et£ effectu£e pour le gene dnfr. Pour une meme 
dose de MTX, le nombre de copies par cellule etait ega- 
lement tres variable d'un clone a l'autre (resultats non 
rapport£s) . Pour un clone donne, il y avait une amplifi- 
cation parallele des sequences HBV et dhfr. 

La quantite de R \ A specifiques de 1 1 HBV a et6 
egalement analysed par hybridation mol£culaire. Contrai- 
rement aux resultats obtenus pour le DNA, la quantity de 
R NA-HBV- specif iques £teit proportionnelle au taux de 
production d'HBsAg (fig. 6). D'autre part, pour une meme 
dose de MTX (50 nano-M) , la quantite de RNA dhfr-sp£ci- 
f iques etait constante dans les diff£rents clones analy- 
ses (fig- 6>. Les RNA-HBV- spec i f iques ont et6 analyses 
selon la technique du Northern. Deux RNA, l'un majeur de 
2,1 kb, l f 8utre mineur de 2,5 kb, ont ete mis en Evi- 
dence. L f £tude de ces RMA par cartographie a la nuclease 
51 a montrd l f existence d'une initiation majeure dans la 
region pr6-S a la position 3157 co r respondan t au RNA 2,1 
kb, l'autre mineure dans le promoteur du 5V40 corres- 
pondent au R\A 2,5 kb* 

3°/ Anaisse des part icu les HBsAq : 

L ' anal y se a 6t6 effectuee sur les particules 
produites par le clone 37BA5. Des surnageants corres- 
pondent a plusieurs r^coltes de 24 Meures obtenues en 
phase -s t ationnaire o^t et£ rassembles. Les particules 
HBsAg ont 6t€ purifiers par deux ultracentrif ugations 
successives en gradient de densite" de CsCl suivies d'une 
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uftracentrifugation de velocite en gradient de saccha- 
rose. Les particules HBsAg avaient une densite de 1,20. 
Observees au microscope e lectronique , elles apparais- 
saient comme des particules spheriques d'un diametre 
moyen de 22 nm , morphologiquement semblables aux par- 
ticules d'origine humaine. Aucune forme tubulaire n'a 

ete observ^e. 

Apres dissociation des particules a 100° pendant 
5 minutes en presence de DTT, les polypeptides ont et<§ 
analyses par e lectrophorese en gel de polyacry lamide en 
presence de 5D5. Le gel a ete revele par coloration aux 
sels d'argent. Trois bandes ont ete observees, corres- 
pondent a des polypeptides de 22.300, 26.100 et 34.000 
daltons. L'intensite relative de la coloration de ces 
trois bandes a permis d'evaluer a 54 % , 19 % et 27 % les 
proportions de ces trois proteines. Apres marouage in 
vivo par la 35 s methionine, les particules purifiees ont 
6 .te iaimunoprecipitees par un serum anti-HBs, ■ puis • les 
proteines ont ete analysees par e lectrophorese . Les 
trois polypeptides decrits ci-dessus etaient detectes 
sur 1' autoradiogramme et dans les memes proportions. 

La presence du recepteur pour la pHSA • a la . sur- 
face des particules a ete testee par r ad ioimmunoessai en 
phase solide selon la technique de Hansson et Purcell 
((1979), Infect. Immun. 26, 125), modifiee par Pontisso 
et al (3. of Virological Methods 6, 151-159). La detec- 
tion de ce recepteur s'est revelee positive aussi bien 
dans le surnageant cellulaire que sur des particules 
30 purifiees (tableau 1) : 
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TABLEAU I 



Surnageant de culture 
(13 roierogrammes/ml) 



2.805 cpm 



Particules purifi^es 
(12 microgrammes/ml) 



1.564 cpm 



T£moin positif 
s^rum HBe positif 




T^moin n£gatif 
s£rum HBsAg negatif 



678 cpm 



On peut egalement utiliser la technique decrite 
par Machida et al (1983, Gastroenterology 85., 268-274. 



HI - E55AIS D 1 I HMUN 1 5 AT I ON 

Apres addition d'hydroxyde d'aluminium A1(0H> 3 h 
la concentration de 0,1 %, une preparation de particules 
a <§t«§ utilised pour immuniser des souris Balb/c. Comme 
le montre le tableau II, le pouvoir imrnunogene des par- 
ticules cellulaires est" ident ique a celui du -^acein 
centre l'hepatite B, commercialism sous la marque HEYAC 
B (et obtenu a partir de donneurs humains de scrums 
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aya nt des teneurs en HBsAg nature!). La dose efficace 50 
% est de 0,04 microgramme pour les particules ceilu- 
lairee et de 0,03 microgramme pour l'HEVAC B (marque 
Institut Pasteur). 
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Il.reSsulte done de ce qui pr«§c£de que le vecteur 
pSVS dhfr permet, aprfes integration dans le DNA cellu- 
laire, la synthese et l'excreltion d'enveloppes vides du 
virus HBV sous forme de particules de 22 nm . L'Slimina- 
5 tion d'une grande pertie du genome de l'HBV et en parti- 
culier du gene codant pour la protdine de la capside 
exclut la production de particules virales completes 
inf ectieuses. Ce vecteur porte egalement une unite de 
transcription du gene de la dhfr murine qui, apres 
10 introduction dans des cellules dhfr", leur permet de se 
multiplier en presence de MTX par un ph£nomene 
d'amplification gdnique. 

La technique d'amplification par la resistance 
au MTX utilis^e ici a permis d'obtenir des clones de 
15 cellules CHO produisant des particules HBsAg a un niveau 
31ev6. Cette ampl if icatixm dtait variable d'un clone a 
1'autre. Dans certains cas, le taux de synthase a et§ 
multiplie par 1500, Pour le clone concern**, le taux de 
production dtait de 15 microgra^mes/10 6 cellules par 24 
20 heures. Plusieurs clones produisant de 1 a 10 micro- 
grammes d'HBsAg/iO 6 cellules par 24 heures ont e§te obte- 
nus- Le taux de production d 1 HBsAg ex prime* par ml et par 
24 heures depend des conditions de culture. Des valeurs 
de 10 a 20 microgrammes/ml/24 heures ont pu §tre obte- 
25 nues couramment, valeurs comparables a la concentration 
d'HBsAg dans le s6rum des porteurs chroniques. Une etude 
cin£tique de la production d 1 HBsAg a montre* que cette 
synthese reste constante en phase stationnaire pendant 
plusieurs semaines. La fig. 7 rapporte les rdsultats de 
30 relcoltes successives effectu<§es sur des cellules en 
phase stationnaire, par renou vel lement pe§riodique du 
milieu de culture pendant 3 semaines. Du milieu sans 
s£rum peut etre utilise! pour ces rdcoltes. Outre 1 1 im- 
- pact sur le prix de revient fl 1 utilisertioh "d^n milieu 
35 sans sSrum facilite beaucoup la purification des parti- 
cules & partir du surnageant cellulaire et ^limine des 
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cont.~io.tio ntuelle. d'origine ' •»» 

th ... d'HB.A, par le. dene, CHO rev. e. .... 

.table .... •« I'.bsence de MIX. Ceci sur une pertode de 
6 «ois, soit environ 300 generations. Dans certerns .... 
una l.,ir. aog.ent.tion spont.nd. d. 1'RB.., 
.... f M observe.. Jaeais on. diminution oo on. pert, de 
!. production d' HBsAg „• . et. obaac.ee pendant la. pli- 
cation genigue, cci sue environ 150 clones testes 
Ces deux demises observ.tions p.uvent etre dues a 

„ n.oc lpouel les sequences HBV et Le 
structure du vecteur dans lequex iea 

g ene dhfr sont seulement separes par environ 300 bp du 

PBR322 ' L . invention permet par consequent 1'obtention de 
clones producteurs de particules immunogenes d'une sta- 
bility genetique per t i cu 1 ifer emen t remarquable. 

Une correlation entre le nombre de copies de se- 
pue nces HBV et le taux de synthase HBsAg n-a pas et, 
observee. La technique utilisee (le "dot blot") permet 
une guantificetion globale, -is ne permet pas de dxs- 
crim iner les sequences f onctionnelles . Les 
tenus pe.vent s'expliquer par 1'apparition de dilitxon. 
et de rearrangements dans le vecteur au cours de la 
transfection et de 1 ■ «plif let ion. Cette hypothese est 
supP ortee par le complexity des profils 
. tiques des sequences HBV et dhfr integrees. Beaucoup de 
' C es sequences sent probablement non f onct ionnel les . Par 
centre 11 y a parfaite propo r t ionnal ite entre le niveau 
de synthase d 1 HBsAg et la quentite de RNA-HBV-spScx- 
fiques. Ceci demontre que ^augmentation de synthase 
0 d ' HB sAg observee est bien due a une augmentation de la 
transcription des sequences HBV, due en partxe tree 
vrai semblablement a une augmentation du nombre de copxes 
ronctionnelles. Ce resultat montre par ailleurs que 

■ Hft onnies d'un gene amplifie, que 
1 t evaluation du nombre de copies a u. y 

oe soit par dot-blot ou per analvae .iectropnor.txgue 
n'.st pss 1= ..Uleur test pour evaluer la no.br. da co- 
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pies effaces dans un clone cellulaire. Par centre, la 
qu.ntific.tlon des RHA specifies reflate parfaite.ent 
les copies f one tionnelles . Cette quantification prend 
tout son interet dans les systen.es ou la proteine - pro- 
duite n'est pas facilement dosable. 

L . invention concerne done plus par t icu lier ement 
des clones contenant una dose d 1 ARN-HBV d'eu moins 2 x 
10 3 cpm/10 6 cellules dans le systeme de rcesure tel qu'il 
a ete decrit plus haut pour une sonde ayant une activite 
specif ique de 10 8 cpm/microgramme (marquage au 3 P). 

Deux RNA-HBV-specifiques ant ete mis en eviden- 
ce L'initiation du transcript majeur de 2,1 kb a ete 
localisee dans la region pre-S a la position 3157. Cecx 
est en accord avec les resultats de Catteneo at .1 
(1 983) Nature, vol. 305, 336-338, qui ont localise 
r initiation de transcription du gene 5 a cette posit- 
ion. Le RNA .ineur de 2,5 Ub est initie dans le pro.no- 
teur du SVAO. Cat RNA pourrait etre le .RNA du poly- 
peptide de 34.000 (GP34) present dans les particules. II 
D est done vraise.blable que la synthese du GP34 en quan- 
tity i.portante (27 % des polypeptides des particules) 
est due a 1 ' u t i 1 isat ion du promoteur preeoce du SV40 in- 
cluant les 72 bp repetees et place en a.ont de la region 

L'utilisation d'un radioimmunoessai a montr<§ que 
15 les particules syntnetis.es par les cellules CHO portent 
le reeepteur de la pHSA. D'apres Machida et al (1983) 

q«; or o 77a ce reeepteur serait porte 
Gastroenterology 15, 268-2/4, ce re h 

, • j rp-ii RP35. II est done vraisem- 

par les polypeptides GP31 et gv>o. 

*r.r = „ s ff, me le reeepteur est porte par 
o 0 b table que dans notre systeme le re P 

le G P34. L'existence observee d'un seul polypeptide, et 
non de deux, porteur du reeepteur de la pHSA dans les 
particules d'origine cellulaire n'est pas expiree. II 
est possible que, contr^ent aux particules series, 
la glycosylation dans les cellules CHO soit ho.ogene. 

Les particules HBsAg de 22 n. synthetisees par 
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„ * la meme imrcunogenicite que l'HEVAC 
les .cellules CHO ont 1. ^ ules d . Q rigine seri- 

B qu l est une preparation de d ^HBsAg obtenus sont co.p- 
que . tes ta„* de pro- ^J^.. La pr^ce „« 

tibl es avec une utU-a ^ _ p8rticul es est 

recepteur de la pnSA utilisation de ce systeme 

un argument "V* 1 **"*""^ con tre 1'hepatite B. 

pour la r^ic.«;; d , u ; n ;;;;: on t . u t. -p..i- 

* " I hepatite virale B contenant une 

tion de vaccin contre conformes a 1' invention, 

d ose efficcace de P« de prote ine/.l , - P*«- 

n ot.—nt de 3 a 6 .xcro, e/-1 (do „ uni taire) , 

f6rence 5 -icr-gr....- P maceutique approprie 

en association avec un veh.cu _ P nQtamment par voie 
8U .node d« administration choi.i. 
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REVENDICATI0N5 
1 - Composition utile pour la fabrication de 
yaccins, contenant ou form£e par des particules polypep- 
tidiques, sensiblement sph£riques, au moins en ce qui 
concerne la plupart d'entre elles ayant les proprietes 
immuno ge n i ques et immun o log ique s carac ter i s t ique s de 
l'antigene HBsAg, ayant des tailles de 18 a 25 nm, no- 
tamment de 20 a 22 nm, et des densites permettant leur 
isolement dans une zone de densite de 1,20-1 ,22 g/ml 
dans un gradient de density a base de CsCl, et un niveau 
de purete totale pour ce qui est de l 1 absence de toute 
particule de Dane et d'antigene HBe, y inclus HBc, ca- 
ract6ris£e par le fait que lesdites particules spheri- 
ques contiennent ggalement un recepteur pour I'albumine 

humaine polymeris^e. 

2 - Composition selon la revendication 1, carac- 
t£risee par la presence de polypeptides ayant des poids 
mol£culaires de 1'ordre de 34.000 daltons. 

3 - Composition selon la revendication 1, carac- 
terisee par le fait que ces polypeptides de 1 1 ordre de 
34.'000 daltons sont dans une proportion superieure a 10 
% 9 de preference superieure a 20 %, de la quantity to- 
tale des polypeptides constitutifs des susdites parti- 
cules. 

4 - Composition selon 1 1 une quelconque des re- 
vendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est 
exempte de tout composant serique d'origine humaine. 

5 - Vecteur approprie a la transformation de 
cellules eucaryotes, plus' par t icu 1 i e r em en t de cellules 
humaines ou animales en culture et contenant une se- 
quence d ! ADN codant pour les regions 5 et pr£-S du ge- 
nome du virus de 1'hepatite virale B, caracteris<§ en ce 
que cette sequence d'ADN est a l'interieur de ce vec- 
teur, plac£e sous le contrSle direct d'un promoteur exo- 
gfene dont est connue la capacity de permettre I'initia- 
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„ efficace de la transcription des genes directement 
tion efficace oe cellules animales 

sous son contr61e dans les susdxtes cellul 

n»« p S t destine ledit vecteur. 
auxquelles est aes . 5 carac terise 

6 _ vecteur selon la revendxction 5, 
e le ausdit premier promoteur est issu du virus 
e /v*o! Tplotlur /or respondent notamment au promoteur 

precoce -;; : ; t - 0 ; eion la revendicatiG n , ou i. ... 

Ration 6, caracteris, en ce que le ^ 

plaC ,e, en. pHese, ; e U act J rice 

d .ADN contenant le promoteur et la sequence 

„ ri#p & ce premier promoteur. 
" S S - Vecteur selcn 1. re.endicet ion 7, cer.cteri- 

„ en ce ,u, Ie -s.it rr.,..nt co.prend de ,00 e 400 
oalre8 d e bes.s.^ ^ ^ quelc0 „ qu . des re.endi- 

^ - ^ re au'il contient en outre 

c x « r«rpct6rise en ce qu a a 
cations 5^8, carscien , e 

one sequence d'.ON cedent pour un 

lui sous le control, d'un pro»oteur dis- 

° trr.'ce second pru.ot.ur .tent P- -ibie one ie see- 

= r-nnstitue par un gene 
rise en ce que le marqueur est constitu 

^ oo..r la dihydrofolate reductase. 
, g codant pour la y revend ication 9 ou la re- 

11 _ Vecteur selon la revenue 

in caracterise en ce que le second promo- 
vendication 10, caracten* 

l.„ pro.ient du virus de ie tuneur ....... de le 

lH! "n'- Li 9 nees de ceiiuiee ,nt..l« eusceptibles 
30 d . stP e e.int.nues en culture. cerecterie.ee en ce 
eir _ rtT> tin vecteur conforme a 

q „. e ll". ont ete transferees par un vecteu 

1-une quelconque des r ev end i cat i ons 5 - a 11. 

13 - Lignees selon la revendx cat xon 12, o«« 

■ ntt ininflires de mammit eres , 
35 terisees en ce qu'elles sont originates 

notamment de cellules CHO . 
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14 - Lignees forces de cellules conformes a la 
revendication 12 ou a la revendication 13, caracterisees 
par leur capacite a excreter dans leur milieu de culture 
des particules telles que definies dans l'une quelconque 
des revendications 1 a 4, a raison d'au moins 1 micro- 
gramme, et de preference au moins 10 microgrammes d'an- 
tigfene HBsAg par 10^ cellules et par 24 heures. 

15 - Lignees caracterisees par la presence que 
l'on peut y detecter d ■ ARN-HBV-spec if iques qui ont des 
tallies superieures a 2,1 kb, notamment de l'ordre de 

2,2 a 2,8 kb. 

16 - Lignees selon la revendication 15, carac- 
terisees par la presence que l'on peut y detecter, 
d 1 ARN-HB V qui ont une taille de l'ordre de 2,4-2,5 kb. 

17 - Lignees selon la revendication 15 ou la 
revendication 16, caracterisees par la presence, detec- 
table simultanement, d'un ARN-HBV specifique ayant une 
taille de l'ordre de 2,1 kb, tel que celui qui resulte 
de la transcription des regions 5 et pre-S, normalement 

initie dans la region pre-5. 

18 - Lignees selon l'une quelconque des reven- 
dications 13 a 17, caracterisees par leur capacite a ex- 
creter les particules ayant les proprietes immunologi- 
ques et immunogeniques caracterist iques de l'antigene 
HBsAg et formees, en partie au moins, par des prolines 
de poids moleculaire de l'ordre de 34.000 et portent les 
sites antigeniques a la fois de HBsAg et d'un recepteur 
de pHSA . 

19 - Precede de production de lignees cellulai- 
res conformes a l'une quelconque des revendications 14 a 
18, ceracterise par la transformation de lignees cellu- 
laires d'origine humaine ou animale susceptibles d'etre 
roaintenues en culture avec un vecteur conforme a l'une 
' quelconque des revendications 5 a 11 et par 1'isolement 
des cultures exprimant les regions 5 et pre-S du genome 
du virus de 1'hSpatite B. 
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20 - ProcSde selon la revendication 19, caracte- 
rise en ce que le vecteur est conforme a l'une quelcon- 
que des revend ica t ions 9 a 11 et en ce que la culture 
des lign<§es cellulaires transformers est r<5alis<§e en 
presence d'un inhibiteur du marqueur dont la teneur dans 
le milieu de culture est reglee a une concentration suf- 
fisante pour provoquer une amplification du nombre de 
copies du gene codant pour le marqueur dans certaines au 
moins des colonies raises en culture, cette amplification 
du oomtre de genes codant pour le marqueur permettant, a 
le fois, la selection de colonies resistantes et l'ob- 
tention de clones cellulaires secreteurs de quantites 
accrues des susdites particules. 

21 - Procede selon la revendication 20, caracte- 
rise en ce que le marqueur est constitue par une 
sequence ou un gene codant pour la 
dihydrofolate-reductase et en ce que 1' inhibiteur est 

constitue par le methotrexate. 

22 - Vaccin contenant une dose efficace de la 
composition selon l'une quelconque des revendica t ions 1 
a ft, en association avec un vehicule pharmaceutique 
approprie au mode d' administration choisi. 
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